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Saimme opinnäytetyömme aiheen HUSLABin kliinisen mikrobiologian toimialalta, bakterio-
logian osastolta sekä Metropolia Ammattikorkeakoululta. Teimme toimeksiantajien pyyn-
nöstä toiminnallisen opinnäytetyön: oppimateriaalin bakteriologian osaston henkilökunnalle 
ja osastolle saapuville uusille työntekijöille. Oppimateriaalin tarkoituksena oli toimia apuvä-
lineenä uusien työntekijöiden perehdyttämiseen ja syventää työntekijöiden osaamista. Ma-
teriaalin oli tarkoitus toimia myös bioanalytiikan opiskelijoiden opintoja tukevana itsenäise-
nä harjoitusmateriaalina. Opinnäytteemme koettiin tärkeäksi bakteriologian osastolla, jotta 
työntekijöiden ajanmukaista tietämystä kliinisesti tärkeistä näytteistä voitaisiin ylläpitää ja 
tunnistaa bakteereja nopeasti sekä luotettavasti. 
 
Projektin tuloksena syntyi kolmiosainen oppimateriaali, johon sisältyi teoria-osuus, 97 
Gram-värjättyä objektilasia sekä interaktiivisiin harjoituksiin perustuva Internet- sovellus. 
Objektilasien valmistukseen käytimme negatiivisia punktionäytteitä, joihin lisäsimme itse 
viljelemiämme bakteerikantoja. Käyttämämme bakteerit olivat tyypillisimpiä punktionesteis-
tä löydettäviä mikrobeja. Internet-sovellus tuotettiin yhteistyössä Metropolia Ammattikor-
keakoulun mediatekniikan opiskelijoiden kanssa. Sovellus sisälsi sekä teoriapohjaisen että 
harjoituksiin perustuvan itseopiskelumateriaalin. Teoriaosuus käsitteli bakteerien Gram- ja 
akridiinioranssivärjäyksien teoriaa ja niiden toteutusta ja sienillä käytettyä fluoresoivaa sie-
nivärjäysmenetelmää. Teoriaosuus sisälsi myös sienten morfologian tutkimiseen käytetyn 
teippivalmistemenetelmän suorituksen sekä menetelmän apuna käytetyn puuvillasinivärjä-
yksen periaatteen. Harjoituksiin perustuvassa itseopiskelumateriaalissa on mikroskooppi-
kameralla otettuja kuvia punktionesteissä esiintyvistä yleisimmistä mikrobeista sekä niihin 
liittyviä kysymyksiä ja vastausvaihtoehtoja. 
 
Opinnäytetyötä varten kerättiin informaatiota erilaisista oppimistyyleistä ja toiminnallisen 
opinnäytetyön laatimisesta sekä bakteerien ja sienten morfologian lisäksi kliinisessä mik-
robiologiassa käytettävistä yleisimmistä värjäysmenetelmistä. 
 
Oppimateriaalin Gram-värjättyjen objektilasien tarkoituksena on antaa realistinen kuva 
bakteerien morfologiasta ja niiden värjäytyvyydestä ja siten tukea oppimista. Internet-
sovelluksen avulla oppija voi mitata edistymistään ja tarvittaessa syventää tietämystään 
punktionesteiden mikrobeista. 
Avainsanat mikrobiologiset värjäykset, bakteerit, punktaatit, oppimateriaali 
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The purpose of this study was to produce learning material for biomedical laboratory scien-
tists working in the field of clinical microbiology at the Hospital District of Helsinki and 
Uusimaa (HUSLAB), Finland. The aim of the learning material was to act as an orientation 
tool especially for new employees and as a revision material in general. The learning ma-
terial was also meant to serve as an aid of teaching clinical microbiology for biomedical 
laboratory scientist students at the Helsinki Metropolia University of Applied Sciences, Fin-
land.  
 
The learning material we produced was a three-part orientation material which was com-
posed of a theoretical material, Gram-stained microscopy slides and a web application. 
The web application included interactive exercises of bacteria pathogens typical for differ-
ent puncture fluids stained using Gram- and Acridine Orange -staining and information on 
different kinds of staining methods used in clinical microbiology. In addition of Gram- and 
Acridine Orange-staining for bacteria, the information part included Cotton Blue- and Cal-
cofluor White®-staining methods used for fungal samples. 
 
The Gram-stained microscopy slides were made of negative patient samples in which we 
added a typical bacteria pathogen for a certain puncture fluid. The total amount of micros-
copy slides made was 97. The purpose of these slides was to offer a realistic view of bac-
teria form, aggregation and Gram-staining ability, and hence, to promote ones learning 
process. Interactive exercises were based on 42 pictures and 33 questions relating to 
them. The pictures were taken by using the Gram-stained microscopy slides. The exer-
cises were implemented by using a web application which was made possible by Helsinki 
Metropolia University of Applied Science media technology students. The pictures were 
made to be rather challenging and versatile, so that one had to use one`s knowledge in the 
estimation of staining.  
 
For our final project we gathered information on different  learning methods and orientation 
as well as on the morphology of bacteria and fungi, the different kinds of staining methods 
generally used in clinical microbiology and on the forming of different puncture fluids and 
bacteria often found in them. 
 
The final product offers a possibility to broaden one’s knowledge of clinical microbiology in 
a comprehensive way. By starting the learning process with the Gram-stained microscopy 
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slides, one can test one’s advancement by doing the interactive exercises. 
 
Keywords microbiological stainings, bacteria, puncture fluids, learning 
material, fungi 
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1 Johdanto 
 
Opinnäytetyömme aiheena oli sienten ja punktionesteissä esiintyvien mikrobien vär-
jäysmenetelmien oppimateriaali. Saimme opinnäytetyömme aiheen Metropolia Ammat-
tikorkeakoululta sekä HUSLABin kliinisen mikrobiologian toimialalta, bakteriologian 
osastolta. Niissä kaivattiin lisää erilaisten mikrobiologisten värjäysmenetelmien, etenkin 
Gram-värjättyjen mikrobien perehdytysmateriaalia. Materiaalin tuli olla interaktiivinen 
oppimateriaali. Teimme toiminnallisena opinnäytetyönä Internet-sovelluksen. Verkko-
materiaali-opetustilan lisäksi valmistimme Gram-värjättyjä objektilaseja itseopiskelua 
varten. Objektilasien tarkoituksena on esitellä punktionesteissä eri sairaustilojen yhtey-
dessä yleisimmin esiintyviä mikrobeja. 
 
Käyttämämme punktionesteet olivat HUSLABin bakteriologian osaston pyynnöstä valit-
tuja, yleisimpiä osastolle tulevia punktionesteitä, joihin kuuluvat askites-, perikardium-, 
pleura-, likvor-, synovia-, veri- ja rakkopunktaatit. Työssämme käytetyt mikrobit olivat 
yleisimpiä löydöksiä punktionesteistä eri tautitilojen yhteydessä. 
 
Oppimateriaali tehtiin HUSLABin kliinisen mikrobiologian toimialan, bakteriologian 
osaston työntekijöille sekä bioanalytiikan opiskelijoille. Materiaalia voidaan käyttää uu-
sien työntekijöiden perehdyttämiseen, syventämään työntekijöiden osaamista sekä 
tukemaan bioanalytiikan opiskelijoita itsenäisenä harjoitusmateriaalina bakteriologian 
opinnoissa. Bakteriologian osasto piti tuottamaamme materiaalia tärkeänä, jotta voitai-
siin ylläpitää työntekijöiden tietämystä kliinisesti tärkeistä näytteistä ja tunnistaa mikro-
beja nopeasti sekä luotettavasti. 
 
Verkkopohjainen opetusmateriaali tuotettiin yhteistyössä Metropolia Ammattikorkea-
koulun mediatekniikan opiskelijoiden kanssa. Se sisältää sekä teoriapohjaisen että 
harjoituksiin perustuvan itseopiskelumateriaalin. Teoriapohjainen itseopiskelumateriaali 
sisältää Gram- ja akridiinioranssivärjäyksien sekä fluoresoivan sienivärjäyksen periaat-
teet ja toteutuksen, rihmasienille käytettävän teippivalmisteen valmistusohjeen sekä 
Gram-värjäysprosessiin liittyvät virhelähteet. Harjoituksiin perustuvassa itseopiskelu-
materiaalissa on mikroskooppikameralla otettuja kuvia punktionesteissä esiintyvistä 
yleisimmistä mikrobeista sekä niihin liittyviä kysymyksiä ja vastausvaihtoehtoja. Ohjaa-
jien pyynnöstä otimme oppimateriaalin Internet-sovellukseen lisäksi mukaan mikro-
skooppikuvia akridiinioranssivärjätyistä bakteereista, sekä kolme eri sienilajia, joiden 
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värjäytyvyyttä tutkimme fluoresoivalla sienivärjäyksellä käyttäen apuna Calcofluor whi-
te® -reagenssia ja morfologiaa teippivalmisteen avulla. 
 
Työmme ohjaajina toimivat Metropolia Ammattikorkeakoulun lehtori Tuula Kurkinen ja 
HUSLABin mikrobiologian toimialalta, bakteriologian osastolta, bioanalyytikko Hanna 
Ihala. 
 
2 Oppiminen ja itseopiskeluaineisto 
 
Yksilön olisi hyvä tunnistaa oma oppimistyylinsä, jotta hän voisi valita itselleen par-
haimmat oppimismenetelmät ja vahvistaa niitä oppimisen puolia, jotka hän kokee hallit-
sevansa heikoimmin. Eri oppimistyylien yhdistäminen kehittää yksilöä paremmaksi op-
pijaksi. Itseopiskelun merkitys oppimisprosessissa on hyvin tärkeä. Tulevaisuudessa 
verkko-opetuksen merkitys korostuu entisestään niin yksilö- kuin ryhmäopetuksen 
muotona. 
 
2.1 Oppimistyylit 
 
Oppijat jaetaan oppimistyylien perusteella neljään erilaiseen luokkaan: aktiivinen osal-
listuja, käytännön toteuttaja, looginen ajattelija ja harkitseva tarkkailija. (Otala 2001: 
56–66.) 
 
Aktiivinen osallistuja on ennakkoluuloton, innostunut ja uskaltaa tarttua haasteisiin. Hän 
oppii parhaiten haastavien tehtävien parissa joissa on käytössä visuaalinen elementti 
kuten esimerkiksi videomateriaali. (Otala 2001: 56–66.) 
 
Käytännön toteuttaja oppii itse tekemällä ja kokeilemalla asioita käytännössä. Hän oppii 
parhaiten roolileikkien ja harjoitteluohjelmien avulla, esimerkiksi työpaikalla, jossa hän 
voi soveltaa oppimaansa teoriaa käytäntöön. (Otala 2001: 56–66.) 
 
Looginen ajattelija on järjestelmällinen, analysoiva ja teoreettinen. Hän oppii parhaiten 
yhdistelemällä teoriaa järkiperäisiksi kokonaisuuksiksi. Itsenäinen opiskelumuoto ja 
luennot sopivat tämäntyyppiselle oppijalle parhaiten. (Otala 2001: 56–66.) 
3 
  
Harkitseva tarkkailija on huomioiva, muiden työskentelyä seuraava ja pohtiva ajattelija. 
Hän oppii parhaiten itsenäisesti opiskelemalla esimerkiksi kirjojen ja itseopiskeluohjel-
mien avulla. (Otala 2001: 56–66.) 
 
Hyvä oppija osaa hyödyntää erilaisia oppimistyylejä ja vahvistaa niitä osa-alueita jotka 
eivät ole hänen vahvuuksiaan. Internet-oppimateriaalimme palvelee erityisesti visuaali-
sin keinoin oppivia ihmisiä, joilla oppiminen perustuu näkömuistiin. Tästä syystä kuvat 
ja värit ovat hyvä oppimisen apuväline. 
 
2.2 Itseohjautuva oppiminen ja perehdytys 
 
Laatimamme oppimateriaalin tarkoituksena on tukea yksilön itseohjautuvaa oppimista, 
joka on hyvin henkilökohtainen oppimisprosessi ja tärkeä tekijä oppimisessa. Oppimis-
käsityksissä painotetaan opiskelijan omia kognitiivis-konstruktiivisia ponnisteluja hyviin 
oppimistuloksiin pääsemiseksi. (Kauppila 2003: 82.) 
 
Yksilön oppimisessa on tärkeää, että uuden oppiminen tapahtuu itse kokeilemalla ja 
kokemalla. Tällöin uuden tiedon omaksuminen kasvattaa oppijan omaa osaamista ja 
sen soveltamista aikaisempaan tietoon. Työelämässä ja opiskelussa on tärkeää kehit-
tää ja ylläpitää jatkuvasti oman alan osaamista, joka edistää uuden tiedon käyttöön 
ottoa työelämässä. (Frisk 2005: 10–12, 43.) 
 
Oppimisen apuna voidaan käyttää erilaisia oppimateriaaleja; verkkopohjaisen opetus-
materiaalimme tarkoituksena onkin toimia tällaisena apuvälineenä tiedon ylläpitämi-
seen ja uusien työntekijöiden osaamisen kehittämiseen. Eräänä tärkeimpiin kuuluvana 
itseoppimisen muotona pidetään nykyisin erilaisia Internetin välityksellä tapahtuvia op-
pimisohjelmia, joiden merkitys tulevaisuudessa vielä lisääntyy huomattavasti. (Otala 
2001: 78.) 
 
Perehdyttämisellä pyritään muun muassa tukemaan yksilön oppimista ja auttamaan 
häntä tutustumaan työtehtäviinsä ja hahmottamaan ne kokonaisuudessaan. Perehdyt-
täminen ei koske vain uusia työntekijöitä: sitä käytetään myös ajanmukaistamaan jo 
organisaatiossa työskentelevien työntekijöiden tietotaitoa. Perehdytyksessä on tärkeää 
perehdytettävän oma aktiivisuus ja halu oppia, mikä lisää perehdytettävän kiinnostusta 
ja sitoutumista työtehtäviinsä. Perehdyttämisessä ohjaajan merkitys on suuri, hänen 
tulee hallita perehdytettävä asia ja olla motivoitunut ohjaamiseen. Ohjaajan lisäksi itse-
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opiskelu tukee työtehtävien oppimista. Tätä voidaan hyödyntää käyttämällä erilaisia 
itseopiskelumateriaaleja kuten esimerkiksi manuaaleja, työtehtävien käytäntöön liitty-
vää materiaalia sekä verkkoympäristöä. (Frisk 2005: 41–43.) 
 
2.3 Toiminnallinen opinnäytetyö 
 
Toiminnallisen opinnäytetyön tarkoituksena on saada aikaan konkreettinen tuote, joka 
meidän työssämme oli interaktiivinen Internet-sovellus. Toiminnallisen opinnäytetyön 
tuottamisessa on tärkeää aluksi pohtia kohderyhmää ja rajata se tuotteelle sopivaksi. 
(Vilkka – Airaksinen 2003: 38,51.) Kohderyhmäksemme valitsimme bioanalytiikan opis-
kelijat, mikrobiologian ammattiryhmien edustajat, uudet työntekijät sekä harjoittelijana 
olevat opiskelijat. Otimme huomioon käyttäjien koulutustason ja toimeksiantajien toi-
veet tuotteen sisällöstä. Käyttäjien koulutustaso otettiin huomioon myös opinnäytteen 
kirjallisissa osuuksissa. 
 
Hyvän itseopiskeluoppimateriaalin on tarkoitus toimia ilman ulkopuolisen henkilön oh-
jausta. Sisällön tulisi olla käytettävyydeltään selkeä, ymmärrettävä ja innostava. Opet-
taja voi käyttää aineistoa etäopetuksessa, jolloin opiskelija voi itse valita ajan ja paikan 
tehtävän suorittamiseen. (Kalliala 2002: 32,59.) Jotta itseopiskelumateriaali olisi toimi-
va, sen tulisi palvella oppijaa myös itsereflektoinnissa. Tarkoituksena on auttaa oppijaa 
ymmärtämään oman oppimisprosessinsa eri vaiheita ja ohjata häntä vertaamaan op-
pimaansa aikaisempaan tietoonsa. (Silander – Koli 2003: 124.) 
 
2.4 Interaktiivisen tuotoksen kuvaus 
 
Interaktiivinen osio, joka toteutettiin Internet-sovelluksena, pyrittiin tekemään mahdolli-
simman miellyttäväksi ja helpoksi käyttää. Käyttömukavuudessa otimme huomioon 
selkeät käyttöohjeet ja grafiikan. Interaktiivisen sovelluksen ulkoasu valittiin Metropolia 
Ammattikorkeakoulun värityksen mukaan, joten käytimme pääosin mustaa ja oranssia 
väritystä. 
 
Interaktiivisen osion etusivulla on infoteksti työstä ja yläpuolella olevissa palkeissa käyt-
töpolkuja opetusmateriaaleihin (kuvio 1). Info-osiossa on esitelty työn aihe ja työn teki-
jät. Opetusmateriaali-linkistä voi valita etusivun, teoriaosion, kuvagallerian tai harjoituk-
set. Palkkeja painamalla pääsee siirtymään valitsemaansa kohtaan. 
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Kuvio 1. Interaktiivisen osion etusivu. 
 
Harjoitusosiossa on 33 erilaista kuvaa vastausvaihtoehtoineen. Osiossa pääsee liikku-
maan eteenpäin tai harjoitukset voi halutessaan aloittaa alusta. Jokaisen kuvan kohdal-
la on suurennosmahdollisuus, jolloin harjoituksen tekijä voi halutessaan päästä lä-
hemmin tarkastelemaan kuvaa. Jokainen kuvavaihtoehto tulee erikseen näkyville ruu-
dulle. Ruudussa näkyy mikroskooppikameralla otettu kuva, jossa ylhäällä on tieto, mikä 
punktioneste on kyseessä. Kuvan vasemmassa reunassa näkyvät vastausvaihtoehdot, 
joita on kysymyksestä riippuen kahdesta viiteen. Harjoituskuvissa ei pääse liikkumaan 
eteenpäin, jos ei ole valinnut jotakin vastausvaihtoehdoista. Jos harjoituksen tekijä vas-
taa väärin, tulee osioon ”vastasit väärin”-kommentti punaisella ja oikein vastattaessa 
”vastasit oikein”-kommentti vihreällä. Vastauksesta riippumatta kuvan viereen tulee 
infokenttä jossa on kuvattu harjoituskuvassa näkyvää löydöstä (kuvio 2). Koimme tä-
män pedagogisesti paremmaksi ratkaisuksi kuin sen, että infokenttä ilmestyisi vain oi-
kein vastatessa. Näin harjoitusten tekijä kiinnittää huomiota infokentän sisältöön toden-
näköisesti paremmin, kun se ilmestyy esiin heti hänen annettuaan vastauksensa huo-
limatta siitä, onko se oikein vai väärin. Harjoitusten lopuksi tekijä näkee, kuinka monta 
vastausta hän sai oikein. Opetusosiossa on kuvia askites-, likvor-, synovia-, veriviljely-, 
pleura-, perikardium- ja rakkopunktionesteisiin lisätyistä mikrobeista, joita yleisimmin 
löytyy kyseessä olevista punktaateista tiettyjen sairaustilojen yhteydessä. 
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Kuvio 2. Esimerkki harjoitusosiosta. 
 
Kuvagalleriassa on esitelty kahdeksan harjoituskuvaa, joita pääsee selaamaan eteen- 
ja taaksepäin nuolinäppäinten avulla. Kuvat saadaan näkyviin yksitellen, ja niiden ala-
puolella on kuvaa esittelevä teksti. Kuvia pääsee halutessaan tarkastelemaan suu-
remmassa koossa. Akridiinioranssivärjäyksestä ja sienistä on kolme esittelykuvaa ja 
Gram-värjäykseen liittyvistä artefaktoista kaksi kuvaa. 
 
Teoriaosiossa on kerrottu eri värjäysmenetelmien periaatteet ja menetelmien toteutuk-
set. Lisäksi osiossa on kerrottu sienille käytettävän teippivalmisteen periaate ja suoritus 
sekä Gram-värjäysprosessiin liittyviä virhelähteitä. Alla olevassa kuviossa (kuvio 3) 
näkyy teoriaosiossa käsiteltävät aiheet. 
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Kuvio 3. Näkymä teoriaosiosta. 
 
3 Työmenetelmät 
 
Mikrobiologisia värjäysmenetelmiä on käytössä useita erilaisia. Mikroskooppi on olen-
nainen osa mikrobien tutkimista, ja sen valinta riippuu käytettävistä värjäysaineista. 
Työssämme keskityimme kolmeen yleiseen värjäysmenetelmään, joita ovat bakteereil-
le käytettävät Gram- ja akridiinioranssivärjäys ja sienille käytettävä fluoresoiva sienivär-
jäys. Teippivalmistemenetelmää, jota käytetään rihmasienten tutkimiseen, käytimme 
Trichophyton rubrumille. 
 
3.1 Mikroskopointi 
 
Käytimme näytteiden tarkasteluun ja kuvantamiseen bakteriologian osastolla olevaa 
Leica DM 2500-mikroskooppia joka on liitettynä tietokoneeseen ja kameraan. Tämä 
mahdollisti kuvien ottamisen ja tallentamisen mikroskopoitavista näytteistä. Leica DM 
2500-mikroskoopilla näytteitä pystyi tarkastelemaan niin näkyvällä kuin UV-valolla. 
Tarvittavat mikroskoopin säädöt ja asetukset teimme käytettyjen värjäysmenetelmien 
mukaan. (Leica microsystems 2012.) 
 
Gram-värjättyjä näytteitä tarkastellaan näkyvällä valolla. Näyte valaistaan volframihalo-
geenilampun avulla ja kondensori kohdistaa lampusta tulevan valon näytteeseen. Tut-
kittava kohde näkyy tällöin tummahkona kirkkaaseen taustaan nähden. Koska kontrasti 
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puuttuu näytteen ja taustan väliltä, vaikeuttaa se elävien solujen tutkimista. Siksi valo-
mikroskoopin avulla tutkitaankin pääasiassa elottomia, värjättyjä näytteitä. (Cappucino–
Sherman 2008: 27.) Teippivalmistemenetelmällä valmistamamme rihmasieninäytteet 
katsoimme valomikroskoopilla.  
 
Akridiinioranssivärjättyjä bakteerinäytteitä ja fluoresoivalla väriaineella (Calcofluor whi-
te® -reagenssi) värjättyjä sieninäytteitä tarkastelimme UV-valon avulla. Akridiinioranssi 
ja Calcofluor white® ovat fluoresoivia väriaineita, joilla näyte leimataan. Fluoresoiva 
leima absorboi siihen kohdistuvan ultraviolettisäteilyn, ja energia emittoituu takaisin 
erilaisella näkyvän valon aallonpituudella. Akridiinioranssi emittoi oranssina, keltaisena 
tai vihertävänä värinä ja Calcofluor white® sinertävänä tai omenanvihreänä värinä. 
(Cappucino–Sherman 2008: 28; BD Calcofluor White® Reagent Droppers 2005.) 
 
3.2 Gram-värjäys 
 
Gram-värjäyksiä tulkittaessa on hallittava perustiedot bakteereista ja niiden värjäytymi-
sestä. (Liimatainen 2000: 128). Taulukossa 1 ja 2 on lueteltu työssämme käytettyjä 
Gram-positiiviseksi ja Gram-negatiivisiseksi värjäytyviä bakteereja. 
 
Taulukko 1. Gram-positiivisesti värjäytyvät bakteerit (mukaillen York 2007: 3.2.1.9–3.2.1.10). 
Mikrobi Morfologia Näytetyyppi, jossa taval-linen löydös 
Clostridium sp. 
Suurikokoinen, ohut, lyhyt 
tai pitkä sauva. Joskus voi 
olla kiertynyt. Värjäytyvyys 
voi olla vaihtelevaa. 
Veri, haavat, absessit, 
askitesneste 
Streptococcus pneu-
moniae 
Kokkibakteeri, joka esiin-
tyy diploina tai lyhyinä 
ketjuina.  
Alahengitystiet, veri, sterii-
lit kehon nesteet 
Enterococcus sp. 
Kokkibakteeri, joka esiin-
tyy diploina tai lyhyinä 
ketjuina. Voi muistuttaa 
pneumokokkia (S. pneu-
moniae). 
Virtsa, haavat, askitesnes-
te 
Staphylococcus sp. 
Kokkibakteeri, joka esiin-
tyy diploina, ryhminä tai 
neljän ryhminä.  
Absessit, punktaatit, haa-
vat, hengitystiet, veri, ste-
riilit kehon nesteet 
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Taulukko 2. Gram-negatiivisesti värjäytyvät bakteerit (mukaillen York 2007: 3.2.1.11). 
Mikrobi Morfologia Näytetyyppi, jossa taval-linen löydös 
Enterobacteriaceae 
Suoria, paksuja sauvabak-
teereita. Pituus vaihtelee 
lyhyestä keskipitkään. 
Päät ovat pyöristyneitä. 
Antibioottien vaikutukses-
ta voivat olla pleomorfisia, 
lankamaisia ja/tai epäta-
saisesti värjäytyneitä. 
Virtsateissä, lukuisia mui-
ta lähteitä 
Pseudomonas sp. 
Ohut, keskipitkä tai pitkä 
sauvabakteeri. Päät ovat 
pyöristyneitä tai suippoja. 
Esiintyvät usein pareittain. 
Antibioottien vaikutukses-
ta voivat olla pleomorfisia. 
Alahengitystiet, haavat 
Haemophilus sp. 
Pieni, usein lankamainen 
sauvabakteeri. Voivat vär-
jäytyä heikosti. 
Veri, steriilit kehon nes-
teet, alahengitystiet, ab-
sessit, haavat 
Campylobacter sp. 
Ohuita, S-kirjaimen muo-
toisia, ”lokin siipiä” ja pit-
kiä spiraalin muotoisia 
sauvabakteereita.  
Uloste, veri, ruoansula-
tuskanavan biopsianäyt-
teet 
Neisseria sp. 
Kahvipavun muotoinen 
diplokokki, jonka koko 
vaihtelee keskikokoisesta 
suureen.  
Virtsa, alahengitystiet, 
veri, steriilit kehon nes-
teet, haavat, absessit 
 
Käytimme työssämme Huckerin modifikaatiota, menetelmää, joka on tyypillinen yleisis-
sä bakteriologisissa värjäyksissä. Tässä menetelmässä käytetään neljää eri reagens-
sia. Bakteerien Gram-värjäyksen kulku on esitelty kuviossa 4 ja Gram-värjäystulos ku-
viossa 5. Ennen Gram-värjäyksen aloittamista olisi hyvä valmistaa ja katsoa kontrollila-
sit, joissa positiivisena näytteenä olisi esimerkiksi Staphylococcus aureus ja negatiivi-
sena Escherichia coli. Näin voidaan varmistaa reagenssien toimivuus. (York 2007: 
3.2.1.7.) 
 
Gram-värjäystä käytetään bakteerien tunnistamiseen. Värjäyksiä voidaan tehdä val-
miista bakteeriviljelmistä tai suoraan potilasnäytteistä. Bakteerilaji voidaan alustavasti 
tunnistaa sen Gram-värjäytyvyyden ja solumorfologian perusteella. Bakteeriseinämän 
rakenne määrää bakteerin Gram-värjäytyvyyden. (Meurman 2010: 54.) Lopullinen 
diagnoosi määräytyy bakteeriviljelyn tuloksen mukaan. (Risteli 2006: 58). 
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Kuvio 4. Gram-värjäyksen kulku (mukaillen Meurman 2010: 54). 
 
Ennen värjäyksen aloittamista näyte pitää kiinnittää objektilasille kuumentamalla lasin 
alapuolta bunsenlampun liekissä kahdesta kolmeen kertaan. Ensimmäinen vaihe vär-
jäyksessä on objektilasien kastaminen kristalliviolettiväriin, jolloin väriaine tunkeutuu 
bakteerien soluseinämien peptidoglykaaneihin värjäten ne sinivioleteiksi. Seuraavaksi 
objektilasit käsitellään jodiliuoksessa, joka liittää kemiallisesti emäksisen värin solusei-
nämiin. Seuraavaksi objektilasit huuhdellaan esimerkiksi etyylialkoholissa, jolloin saa-
daan erotettua Gram-positiiviset ja -negatiiviset bakteerit toisistaan. Erottelu perustuu 
siihen, että Gram-negatiivisten bakteerien soluseinämissä on enemmän lipidejä kuin 
peptidoglykaania. Alkoholi saa lipidit irtoamaan soluseinämistä, jolloin kristallivioletti-
jodikompleksi pääsee huuhtoutumaan soluista ulos. Gram-positiivissa soluissa alkoholi 
sitä vastoin kutistaa soluseinämät, jolloin kristalliviolettijodikompleksi jää solun sisään. 
Lopuksi tehdään jälkivärjäys safraniinivastavärillä, jolloin Gram-negatiiviset bakteerit 
värjäytyvät punaisen sävyisiksi. Gram-positiiviset bakteerit säilyttävät sinivioletin värin-
sä. (Meurman 2010: 54; Liimatainen 2000: 126–127.) 
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Kuvio 5. Gram-värjäyksen tulos. Kuvassa näkyy Gram-negatiivisesti värjäytynyt Escherichia 
coli ja Gram-positiivisesti värjäytynyt Staphylococcus aureus. 
 
3.3 Akridiinioranssivärjäys 
 
Akridiinioranssivärjäystä käytetään bakteerien ja hiivojen tutkimiseen etenkin kehon 
nesteistä, jotka ovat normaalisti steriilejä, kuten askites-, pleura- ja nivelnesteet. Värjä-
ystä voidaan käyttää myös Gram-värjäyksen tukena mikrobien tunnistamiseen. Sitä 
voidaan soveltaa myös esimerkiksi mykobakteriologiaan, sillä akridiinioranssilla saa-
daan näkyviin soluseinättömät mykoplasmatkin. Akridiinioranssivärjäyksellä saadaan 
Gram-värjäystä paremmin erotettua bakteerit kuolleen kudosmassa seasta. (Carlson 
2000: 129–130.) Akridiinioranssivärjätyn näytteen päälle on tarvittaessa mahdollista 
tehdä Gram-värjäys immersioöljyn huolellisen poistamisen jälkeen. (BD Acridine Oran-
ge Stain 2004). Akridiinioranssivärjäyksen kulku on esitelty kuviossa 6 ja akri-
diinioranssivärjäyksen tulokset kuviossa 7. 
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Kuvio 6. Akridiinioranssivärjäyksen kulku (Carlson 2000: 129–130). 
 
Akridiinioranssivärjäyksessä objektilasilla oleva näyte peitetään akridiinioranssiliuoksel-
la, joka sitoutuu bakteerien RNA:han ja yksisäikeiseen DNA:han. Lopuksi objektilasit 
huuhdotaan hyvin vedellä. Ne kuivataan lämpölevyllä tai ne ilmakuivataan. Sen jälkeen 
niitä tarkastellaan fluoresenssimikroskoopilla. Bakteerit ja hiivat näkyvät fluoresenssi-
mikroskoopissa kirkkaan oransseina ja ihmisperäinen DNA vihreänä tai keltaisena. 
Fluoresenssimikroskoopilla sekä Gram-positiiviset että Gram-negatiiviset bakteerit nä-
kyvät samanlaisina. (York 2007: 3.2.2.) Leukosyyttien ilmeneminen kertoo tulehdukses-
ta ja niiden määrä viittaa tulehduksen voimakkuuteen. Leukosyyttien määrää arvioi-
daan näytteestä kvantitatiivisesti +/++/+++. 
 
Kuvio 7. Akridiinioranssivärjätyt näytteet, joissa vasemmassa kuvassa näkyy Campylobacter 
coli ja oikeassa synoviasta löydetyt leukosyytit. 
 
Akridiinioranssireagenssin laadun ja toimivuuden takaamiseksi on tärkeää kiinnittää 
huomiota liuoksen oikeisiin säilytysolosuhteisiin sekä reagenssin väriin ja puhtauteen. 
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Reagenssi tulee säilyttää huoneenlämmössä pimeässä. Väriltään reagenssin pitää olla 
oranssia eikä siinä saa olla saostumia. (BD Acridine Orange Stain 2004.) 
 
3.4 Fluoresoiva sienivärjäys 
 
Fluoresoivaa sienivärjäystä käytetään nopeaan sienten havaitsemiseen natiivinäyttees-
tä käyttäen väriaineena esimerkiksi Calcofluor white® -reagenssia ja näytteen tarkaste-
luun fluoresenssimikroskooppia. Kuviossa 8 on esitelty Calcofluor white® -värjäyksen 
tulos. Yleisimpiä näytetyyppejä ovat hiukset, kynnet, iho, muut kudokset sekä maljoille 
valmiiksi tehdyt viljelyt. Fluoresoivan sienivärjäyksen periaatteena on, että fluoresoiva 
väriaine sitoutuu sienen soluseinärakenteisiin, muun muassa kitiiniin. Käyttämällä eri 
aallonpituuksia (300 – 412 nm) sieni fluoresoi kirkkaan omenanvihreänä tai sinivalkoi-
sena värinä. Menetelmällä saadaan alustavasti tunnistettua sieni sen morfologian pe-
rusteella. Lopullinen lajitunnistus tapahtuu sieniviljelyn avulla. (BD Calcofluor White 
Reagent Droppers 2005.) 
 
Värjäyksessä tulee käyttää tehdaspuhtaita objektilaseja. Laseille pannaan 10 %:ista 
kaliumhydroksidiliuosta (KOH), jonka päälle näyte lisätään. Kaliumhydroksidi liuottaa 
proteiinipohjaisia kudoksia kuten keratiinia, jolloin kudoksista tulee läpinäkyviä. Tämän 
jälkeen lasille lisätään Calcofluor white® -reagenssia ja annetaan vaikuttaa yhdestä 
kahteen minuuttiin. Lopuksi näytteen päälle asetetaan peitinlasi, minkä jälkeen näyte 
on valmis mikroskopoitavaksi. (Richard – Barton – Ashbee – Glyn – Evans 2007: 
8.3.1.2; BD Calcofluor White® Reagent Droppers 2005.)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuvio 8. Calcofluor white® -reagenssilla saatu värjäystulos. Kuvassa hiivasieni Candida albi-
cans. 
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3.5 Teippivalmiste 
 
Teippivalmisteen tekemiseen käytetään laktofenolipuuvillasiniliuosta, jossa puuvillasini 
toimii väriaineena sitoutuen sienen soluseinärakenteisiin. Fenolin tarkoituksena on tap-
paa sieni ja laktaatin puolestaan säilyttää sienen oikea morfologia. Valmiste voidaan 
tehdä kaikista maljoilla kasvavista rihmasienistä. (Hazen 2007: 8.5.3; Neuvonen 2012.) 
Kuviossa 9 on kuva teippivalmistemenetelmällä valmistettu näyte dermatofyytistä. 
 
Teippivalmisteen teko aloitetaan lisäämällä viiva väriliuosta tehdaspuhtaalle objektilasil-
le koko sen pituuden verran. Tämän jälkeen otetaan näytettä teipin avulla painaen rei-
lusti sienikasvuston pintaa. Teippivalmisteeseen on tarkoitus saada sekä itiöitä että 
sienirihmaa, mikä varmistetaan ottamalla näytettä teippiin kasvuston keskikohdasta ja 
sen reunamilta. Lopuksi teippi liimataan objektilasille ja näyte katsotaan valomikro-
skoopilla. (Hazen 2007: 8.5.3; Neuvonen 2012.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuvio 9. Teippivalmistemenetelmällä tehty rihmasieninäyte joka on värjätty laktofenoli-
puuvillasiniliuoksella. Kuvassa Trichophyton rubrum.  
 
4 Työssä käytetty materiaali 
 
Käytimme työssämme materiaalina erilaisia punktionesteitä, bakteereja ja sieniä. Kaikki 
käyttämämme materiaali oli peräisin bakteriologian osastolta. Punktionesteet oli kerätty 
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työtämme varten valmiiksi ja sienivärjäyksissä käytimme valmiita kontrollikantoja. Bak-
teerien puhdasviljelmät teimme itse bakteriologian osastolla olleista ATCC-
kontrollikannoista uusien ne noin neljä kertaa viikossa. 
 
4.1 Punktionesteet 
 
Punktionesteitä kerätään neulan ja ruiskun avulla, ja niitä voidaan kerätä melkein kai-
kista elimistön onteloista ja kudoksista. Punktionesteiden mikrobiologiset viljelyt teh-
dään maljoille joista voidaan siten löytää sekä aerobi- että anaerobibakteerit. (Lalla 
2000: 54–55.) 
 
Askitesnestettä voi kertyä useiden vakavien sairauksien yhteydessä, esimerkiksi mak-
sakirroosissa. Tällaisissa sairaustiloissa peritoniitin yleisin aiheuttaja on Escherichia 
coli. Peritoniitin bakteerifloora riippuu tulehduksen lähtökohdasta mutta usein kyseessä 
on sekainfektio jossa esiintyy Gram-negatiivisia enterobakteereja yhdessä anaerobis-
ten bakteerien kanssa. (Siitonen – Vaara 2011: 178–179.) 
 
Likvoria muodostavat aivokammioissa sijaitsevat suonipunokset. Se on mineraalipitoi-
suudeltaan verrattavissa muihin elimistön transsellulaarinesteisiin, eikä siinä esiinny 
juurikaan soluja. Likvornäyte voidaan ottaa niska- tai lumbaalipunktiona. Näytteestä 
etsitään muun muassa bakteerimeningiittiä aiheuttavia bakteereja, joista yleisimmät 
ovat Haemophilus influenzae tyyppi b ja Neisseria meningitidis. (Käyhty – Peltola 2011: 
160,167.) 
 
Perikardium on sydämen ympärillä oleva kaksinkertainen kalvo jonka pussien välissä 
on hieman voiteluaineena toimivaa nestettä. (Bjålie – Haug – Sand – Sjaastad – Tove-
rud 2005: 223–224). Perikardiumiin voi kertyä tulehdusnestettä eri tautitiloissa. Esimer-
kiksi A-ryhmän streptokokki (Streptococcus pyogenes) ja Staphylococcus aureus voivat 
aiheuttaa märkäisen perikardiitin. (Ruotsalainen – Valtonen 2011: 467.) 
 
Pleuraontelossa on normaalisti pieni määrä voitelunestettä. (Bjålie ym. 2005: 306). 
Pleuraonteloon voi kertyä pleuranestettä esimerkiksi keuhkokuumeen yhteydessä. 
Pleurapunktio saatetaan tehdä epäiltäessä bakteerin aiheuttamaa tulehdussairautta, 
jonka useimmiten aiheuttaa Streptococcus pneumoniae. (Vuopio-Varkila – Syrjänen – 
Kotilainen 2010: 105–106; Kauma – Virolainen-Julkunen 2010: 112,116.) 
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Rakkopunktio otetaan virtsan bakteeriviljelyä varten, jolloin voidaan varmistaa että vil-
jelmissä kasvavat bakteerit ovat nimenomaan peräisin virtsarakosta. Virtsatieinfektio, 
jonka yleisin aiheuttaja on Escherichia coli, syntyy, kun välilihaan kolonisoituneet bak-
teerit pääsevät virtsaputkea pitkin virtsarakkoon. Muita tavallisia aiheuttajia ovat muun 
muassa enterokokit ja Staphylococcus saprophyticus. (Lumio – Uhari 2011: 505–
506,508.) 
 
Synovia eli nivelneste muodostuu plasman suodattuessa kapillaariseinämän ja nivel-
kalvon läpi nivelonteloon. Nivelontelo sisältää normaalisti pienen määrän nestettä, joka 
toimii voiteluaineena ruston ja nivelkalvon välillä. Nivelkalvon tulehtuessa sen kapillaa-
rien läpäisevyys lisääntyy, jolloin nestettä pääsee kertymään nivelonteloon. Nivelnes-
teen kertymisen voi aiheuttaa esimerkiksi bakteeri-infektio, jonka tärkein aiheuttaja on 
Staphylococcus aureus. (Risteli 2006: 57–58.) Nivelnesteessä esiintyy normaalisti pie-
niä määriä valkosoluja, joiden määrä kohoaa huomattavasti bakteeritulehduksien yh-
teydessä. (Lalla 2002: 43–44). 
 
Infektion aikana bakteerilajeja voi päästä verenkiertoon, jolloin puhutaan bakteremias-
ta. Sitä epäiltäessä voidaan ottaa veriviljelynäyte. Bakteremiaa esiintyy joidenkin bak-
teeri-infektioiden aikana, esimerkiksi pneumoniassa, meningitiitissä sekä virtsatienin-
fektiossa. Se ei ole henkeä uhkaava tila, koska bakteereja on verenkierrossa hyvin 
vähän ja ihmisen epäspesifinen immuunijärjestelmä kykenee estämään systeemisen 
invaasion kudoksiin. Septikemia on hengenvaarallinen tila, johon liittyy bakteerien no-
pea lisääntyminen ja toksiinien erittyminen. Sepsiksen yleisimmät aiheuttajat ovat 
Gram-negatiiviset bakteerilajit, kuten esimerkiksi Haemophilus influenzae, Neisseria 
meningitidis ja Escherichia coli sekä jotkut Gram-positiiviset bakteerilajit, kuten Strep-
tococcukset ja Staphylococcukset. Sienistä pääasiallinen aiheuttaja on Candida albi-
cans. (Cappuccino – Sherman 2008: 483.) Käytimme työssämme näitä punktionesteitä: 
 
• Askitesneste 
• Likvor 
• Perikardiumneste 
• Pleuraneste 
• Synovia 
• Veri 
• Virtsa 
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4.2 Bakteerit 
 
Valmistimme työpaikalla olevista valmiista ATCC-kontrollikannoista työssämme käyte-
tyt bakteeriviljelmät. Teimme käyttämistämme bakteerilajeista puhdasviljelmät, joilla 
taattiin viljelmien puhtaus. Puhdasviljelmät uusittiin työn vaiheesta riippuen, suunnilleen 
noin neljä kertaa viikossa. Käytimme työssämme näitä bakteereja: 
 
• Campylobacter coli 
• Clostridium difficile 
• Escherichia coli 
• Enterococcus faecalis 
• Haemophilus influenzae 
• Neisseria meningitidis 
• Staphylococcus aureus 
• Streptococcus pneumoniae 
 
4.3 Sienet 
 
Pinnalliset sieni-infektiot ilmenevät limakalvoilla ja keratinisoituneilla alueilla, kuten ihol-
la, kynsissä ja hiuksissa. Sienet aiheuttavat näillä alueilla silsoja ja pinnallisia hiiva-
infektioita. Silsoja aiheuttavat yleisimmät suvut ovat Trichophyton, Microsporum ja Epi-
dermophyton. Trichophyton-suvusta Trichophyton rubrum aiheuttaa erityisesti infektioi-
ta jalkateriin ja kynsiin. Kynsisilsan aiheuttajana Trichophyton rubrum:in osuus on yli 
90 %. (Kokki – Kuusela – Richardson 2010: 299; Koukila-Käyhkölä – Heikkilä – 
Richardson 2010: 301,303.) Malassezia-suvun hiivasienet kuuluvat ihon normaalifloo-
raan, mutta ne voivat lisääntyessään aiheuttaa pityriasis vercicolor-ihottuman eli niin 
kutsutun savipuolen. (Ranki 2003: 327–328). 
 
Todelliset patogeenit ja opportunistit ovat kaksi pääryhmää, jotka aiheuttavat syviä sie-
ni-infektioita. Todelliset patogeenit voivat infektoida kaikkia henkilöitä terveydentilasta 
huolimatta, toisin kuin opportunistiset sienet, jotka pystyvät infektoimaan vain immu-
nosupressiivisia henkilöitä. (Kokki ym. 2010: 299–300.) Sienistä etenkin Candida albi-
cans voi aiheuttaa syviä infektioita erityisesti immunosupressiivisille henkilöille. Candi-
da albicansin osuus sieni-infektioista on noin 50 %. Syviä sieni-infektioita ei kuitenkaan 
esiinny yleensä terveillä henkilöillä. (Anttila – Koukila-Kähkölä – Richardson 2010: 
307–308,312.) Käytimme työssämme näitä sienilajeja: 
 
• Candida albicans 
• Malassezia furfur 
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• Trichophyton rubrum 
 
5 Työn suoritus 
 
Työtämme varten meille oli kerätty valmiiksi positiivisia punktionestenäytteitä. Päätim-
me kuitenkin käyttää negatiivisia punktionesteitä, joihin lisäsimme bakteereja itse kas-
vattamistamme puhdasviljelmistä. Ennen näytelasien valmistamista harjoittelimme nii-
den tekoa. Työssämme otimme huomioon prosessiin liittyvät virhelähteet, työskentelyn 
laadun ja luotettavuuden takaamiseksi. 
 
5.1 Aineiston kerääminen 
 
HUSLABin kliinisen mikrobiologian toimialan, bakteriologian osaston henkilökunta ke-
räsi meille työssämme tarvittavia punktionesteitä valmiiksi kesän 2012 aikana. Kerä-
tyissä punktionesteissä oli mukana sekä negatiivisia että valmiiksi positiivisia näytteitä. 
Punktionesteet oli säilytetty pakastimessa näytteiden säilyvyyden takaamiseksi, lukuun 
ottamatta rakko- ja veriviljelypunktaatteja, jotka säilyivät huoneenlämmössä. Sulatimme 
työn alkaessa punktionesteet ja säilytimme niitä jääkaappilämpötilassa näytelasien 
teon aikana. Sulatetut punktionesteet säilyvät käyttökelpoisina noin viikon verran, joten 
näytelasit valmistettiin pääosin viikon 34 aikana. Käytimme veriviljelynäytteinä verivilje-
lyautomaatin negatiiviseksi ilmoittamia näytteitä jotka oli otettu aerobiseen näytepul-
loon. Kyseisten näytteiden kasvatusaika oli ollut viisi ja puoli vuorokautta. 
 
Näytteet, joista epäillään löytyvän Campylobacter coli -bakteereja, värjätään akri-
diinioranssiliuoksella, jolloin bakteerien morfologia saadaan parhaiten näkyviin. Baktee-
rit saadaan kuitenkin myös näkyviin Gram-värjäyksellä, kun safraniinivastavärin anne-
taan vaikuttaa normaalin 30 sekunnin sijaan noin 5 minuuttia. Teimme kokeilun vuoksi 
Gram-värjätyt näytelasit Campylobacter coli -bakteerista natriumkloridiliuokseen 
(NaCl), koska halusimme selvittää Gram-värjäyksen kelpoisuutta campylobakteerin 
tulkintaan. Näyte, josta löytyy Campylobacter coli -bakteeri, on nopeampi ja helpompi 
tulkita käyttäen akridiinioranssivärjäystä. Gram-värjäys on mahdollinen, mutta hitaampi 
ja hankalampi tulkita mikroskoopilla. 
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5.2 Esitestaus 
 
Ennen varsinaisten opetusobjektilasien tekemistä harjoittelimme niiden valmistamista 
ja kuvaamista mikroskooppikameralla. Perehdyimme mikroskooppikameran käyttöön jo 
toukokuussa ennen harjoitteluun saapumista, jolloin saimme työpaikalta ohjausta ja 
mikroskooppikameran käyttöohjeet. Harjoittelemalla etukäteen näyteobjektilasien val-
mistusta varmistimme sen, että näytteiden teko ohjautuu oikeaan suuntaan ja saisim-
me realistisia objektilaseja opetuskäyttöön. 
 
5.3 Näytteen valmistus objektilasille 
 
Näytelaseina käytetään tehdaspuhtaita hiospäisiä objektilaseja, ja vetolaseina tehdas-
puhtaita, ei-hiospäisiä objektilaseja. Lasien hiospäähän merkitään lyijykynällä bakteeri-
lajin nimi, päivämäärä sekä käytetty punktioneste. Punktionestettä lisätään tehdaspuh-
taalla kertakäyttöpipetillä muutama tippa objektilasille. Agarviljelmiltä otettua bakteeri-
massaa siirretään tehdaspuhtaalla silmukalla objektilasilla olevaan punktionesteeseen. 
Bakteerimassaa lisätään, kunnes lasille muodostuu ohuehko, läpinäkyvä ja tasainen 
valkoinen emulsio. Näytteen valmistuksessa on tärkeää, että bakteerimassaa tulee 
lasille oikea määrä. Jos bakteerimassaa on liikaa, bakteerisolujen määrä lasilla on liian 
tiheä, jolloin solujen morfologiaa on hankala visualisoida mikroskoopilla. Jos taas bak-
teerimassaa on vastaavasti lasilla liian vähän, bakteerisolujen morfologiasta ei saada 
realistista kuvaa. Näyte-emulsio levitetään tasaiseksi ja ohueksi kerrokseksi lasille toi-
sen objektilasin avulla ja annetaan kuivua tasaisella pinnalla. (Cappuccino – Sherman 
2008: 59–60.) 
 
Kuivauksen jälkeen fiksoidaan näyte, jotta se ei huuhtoutuisi lasilta värjäyksen aikana. 
Fiksaatio voidaan tehdä esimerkiksi kuumentamalla näytelasia alhaaltapäin kaksi tai 
kolme kertaa bunsenlampun liekissä. Kuumentamisen yhteydessä bakteerien proteiinit 
koaguloituvat ja kiinnittyvät lasin pintaan. Fiksaation jälkeen näytelasi on valmis värjät-
täväksi. (Cappuccino – Sherman 2008: 59–60.) 
 
Opetuskäyttöön tulevia objektilaseja valmistimme yhteensä 97 kappaletta, joista 29 tuli 
työelämän käyttöön bakteriologian osaston henkilökunnalle ja 68 Metropolia Ammatti-
korkeakoulun bioanalytiikan opiskelijoille. Valmistimme opiskelijoiden käyttöön näyte-
laseja enemmän siitä syystä, että kouluopetus tapahtuu useimmiten ryhmäopetuksena, 
jolloin näytelaseja on enemmän suuremmalle ryhmälle katsottavaksi. Näytelasit on 
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numeroitu juoksevasti ja niiden mukana annoimme listan (liite 1 ja 2) josta näytelasien 
katsoja voi tarkistaa, millainen näyte on kyseessä kunkin numeron kohdalla (esimerkik-
si nro: VR 1, punktioneste: askites, bakteeri: Escherichia coli, morfologia: g-s). Varsi-
naisten opetuslasien valmistuttua halusimme lisäksi vielä kuvata interaktiivista osiota 
varten näytelaseja joissa on ainoastaan punktionestettä sekä näytelaseja, joissa esiin-
tyy kahta eri bakteerilajia. Bakteerilajeiksi valittiin tietyssä punktionesteessä yleisimmin 
esiintyviä mikrobeja. Nämä kymmenen ylimääräistä näytelasia annettiin Metropolia 
Ammattikorkeakoulun bioanalytiikan opiskelijoiden käyttöön. 
 
5.4 Gram-värjäyksen virhelähteet 
 
Gram-värjäyksiä tehtäessä on tärkeää tiedostaa työhön liittyvät virhelähteet, jotta ne 
voitaisiin ottaa huomioon tulosten tulkinnassa ja että ne ennen kaikkea pystyttäisiin 
välttämään. Suurin osa virhelähteistä voidaan välttää keskittymällä huolelliseen labora-
toriotyöskentelyyn, kun sitä vastoin esimerkiksi potilaan saamaan antibioottihoitoon ei 
kuitenkaan pystytä vaikuttamaan. Antibioottihoidon vaikutuksesta bakteerien morfolo-
gia voi muuttua, ja ne voivat muistuttaa artefaktoja. Värjäytyvyys siirtyy yleisimmin 
Gram-positiivisesta Gram-negatiiviseen suuntaan kuin toisinpäin. Käytettyjen reagens-
sien päiväyksellä on suuri merkitys värjäyksen onnistumiselle, koska vanhentuneet 
reagenssit toimivat puutteellisesti, ja näin saadaan epärealistisia värjäystuloksia. 
(Meurman 2010: 54–56.) 
 
Näytteen liiallinen kuumentaminen fiksaation yhteydessä saa aikaan solujen morfologi-
an muutoksen, joka heikentää bakteerien värjäytyvyyttä. (Sutton 2006: 4). Näytteen 
liiallinen kuumentaminen voi myös saada aikaan sen, että Gram-positiivinen bakteeri 
värjäytyy Gram-negatiiviseen suuntaan. (Meurman 2010: 56). Fiksaation unohtuessa 
näyte saadaan värjättyä ja mikroskopoitua, mutta pyyhittäessä immersioöljyä lasilta 
näyte irtoaa siitä.  
 
Kristalliviolettivärin standardipitoisuus on 0,3 % ja tämä antaa hyvän värjäystuloksen 
siinä tapauksessa, ettei värjäysaika ylitä yhtä minuuttia. Värin konsentraatio voi olla 
jopa 2 % sen vaikuttamatta hyvään värjäystulokseen, mutta liian laimea (< 0,3 %) pitoi-
suus antaa jo huonomman lopputuloksen. Värjäyksen yhteydessä tehtävien vesihuuh-
telujen ei tulisi kestää yli 5 sekuntia, sillä liiallinen huuhtelu poistaa näytteestä kristalli-
violettiväriä, jolloin värjäystulos jää puutteelliseksi. (Sutton 2006: 4.) 
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Jodiliuoksen konsentraatiolla on suuri merkitys kristalliviolettijodikompleksin muodos-
tumiselle. Tavallisin käytetty liuoksen pitoisuus on 0,33 % - 1 %, jolloin saadaan tasol-
taan paras värjäystulos. Reagenssin säilyvyyden kannalta on tärkeää ottaa huomioon 
sen sisältämän jodin alttius haihtumiseen, kun liuos joutuu kosketuksiin ilman ja korkei-
den lämpötilojen kanssa. Huoneen lämpötilassa avaamaton reagenssiliuos menettää 
jodia 30 päivän aikana yli 50 %, kun vastaavasti avatusta pullosta jodin hävikki on jopa 
yli 90 %. Jodin pitoisuuden haihtumisen ollessa 60 % saadaan värjäystulos, joka on 
laadultaan epätasainen. (Sutton 2006: 4.) 
 
Kun väri poistetaan alkoholihuuhtelulla, tulee silmämääräisesti osata arvioida, koska 
huuhtelu on täydellisesti suoritettu. Tämä vaatii jonkin verran kokemusta, ja siksi käy-
tettävä alkoholiliuos voidaan valita sen käyttäjäkohderyhmän mukaisesti. Kokematto-
mammat henkilöt voivat käyttää huuhteluun 95 %:ista etanolia, joka poistaa väriä hi-
taammin kuin esimerkiksi asetonialkoholiliuos. (Sutton 2006: 4.) 
 
Safraniinivastavärin käytössä tulee ottaa huomioon sen värjäysaika, joka ei tulisi ylittää 
normaalia 30 sekuntia. Värjäysajan ylittäminen voi vaikuttaa Gram-positiivisten baktee-
rien värjäytyvyyteen negatiivisesti. (Sutton 2006: 4.) 
 
Etsimme kirjallisuudesta yleisimpiä Gram-värjäykseen liittyviä virhelähteitä. Toteutimme 
joitakin niistä käytännössä ja testasimme niiden vaikutusta näytteen mikroskopoinnin 
näkyvyyteen. Alla olevassa taulukossa (taulukko 3) on kuvattu yleisimpiä virhelähteitä. 
 
Taulukko 3. Yleisimmät Gram-värjäykseen liittyvät virhelähteet (mukaillen Meurman 2010: 56). 
 
Gram-positiivinen bakteeri näkyy 
Gram-negatiivisena 
Gram-negatiivinen bakteeri näkyy 
Gram-positiivisena 
Vaurioituneet bakteerit (näyte sivelty lasil-
le liian kovasti) 
Liian paksu näyte 
Liian ohut näyte Lasi liian kuiva ennen värinpoistoa alko-
holilla 
Potilaan saama antibioottihoito Alkoholiliuoksen sisältämä kristallivioletti 
Näytelasin liian pitkä kuumentaminen Alkoholiliuoksen sisältämä jodiliuos  
Vanhentuneet reagenssit 
Vettä alkoholiliuoksessa 
Liian pitkä huuhtelu 
 
 
Kokeilumme myötä huomasimme erilaisten virhelähteiden vaikuttavan bakteerien mää-
rään ja niiden morfologiaan. Emme huomanneet bakteerimassan suuren määrän vai-
kuttavan bakteerien värjäytyvyyteen, mutta bakteerien morfologiasta oli hankalampi 
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saada selvää. Näytelasin liian pitkä kuumentaminen aiheutti sen, että bakteerit näkyivät 
mikroskoopissa mustina kasaumina. Kokeilumme olivat omasta mielenkiinnostamme 
tehtyjä yksittäisiä näytelaseja, eivätkä niiden tulokset ole välttämättä realistisia. Sijoi-
timme kuitenkin kaksi virhelähdekokeilumme tulosta interaktiivisen osion kuvagalleri-
aan mukaan. 
 
6 Työn suorituksen arviointi ja luotettavuus 
 
Olemme arvioineet työmme onnistumista ja sen laatua kaikilta sen osa-alueilta. Arvi-
oinnissa otimme huomioon työn toimivuuden ja yhtenäisyyden niin, että eri osa-alueet 
tukevat toisiaan ja ovat johdonmukaisia. 
 
6.1 Näytelasien arviointi 
 
Valmistimme näytelaseja opetuskäyttöön yhteensä 97 kappaletta. Teimme niitä kuiten-
kin runsaasti enemmän, jotta pystyimme valitsemaan parhaimmat opetuskäyttöön ja 
hylkäämään mielestämme huonot. Emme tarkistuttaneet näytelaseja asiantuntijalla, 
mutta mielestämme opimme arvioimaan niiden laatua harjoitustyön aikana syntyneen 
rutiinin myötä. Olemme tarkastaneet kaikkien opetuskäyttöön tarkoitettujen näytelasien 
laadun. Kiinnitimme huomiota bakteerin ja punktionesteen määrään ja värjäystuloksen 
onnistumiseen. Osa näytelaseista saattaa olla vaikeita katsottavaksi, mutta koska koh-
deryhmänämme olivat edistyneemmät opiskelijat sekä alan asiantuntijat, emme pitä-
neet asiaa haitallisena vaan pikemminkin kannustavana sillä bakteerien etsiminen ja 
katsominen todellisista potilasnäytteistä voi olla joskus haasteellista. 
 
Eniten hankaluutta näytelasien teossa aiheuttivat rakkopunktio- ja veriviljelynäytelasien 
valmistaminen. Kyseessä olevia punktionesteitä oli erittäin hankala saada näkymään 
mikroskoopissa. Kokeilimme erilaisia näytemääriä niin bakteerien kuin punktaattien 
kohdalla. Teimme eri potilasnäytteistä laseja ja kokeilimme, olisiko näytteen vetämisen 
sijasta parempi antaa näytteen kuivua sellaisenaan. Kokeiluista huolimatta näytetaus-
tan näkyvyys jäi vain tyydyttävälle tasolle. Emme keksineet syytä sille, miksi tausta 
näkyi niin huonosti kyseessä olevissa näytteissä. Ne eivät olleet pilaantuneita, eikä 
niitä ollut säilytetty väärin. Kokeilimme myös valmiiksi positiivisten näytteiden kuvaa-
mista, jotta saisimme edes interaktiiviseen osioon kuvatuksi mahdollisimman realistisen 
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näytetaustan. Mikroskooppikameralla kuvattuna näkymä ei kuitenkaan ollut parempi 
kuin itse tekemissämme näytelaseissakaan. 
 
6.2 Interaktiivisen osion arviointi 
 
Tavoitteenamme oli tuottaa kattava, laadukas sekä korkealaatuinen tuote, joka toivot-
tavasti otetaan käyttöön mahdollisimman monissa mikrobiologian toimipisteissä sekä 
ammattikorkeakouluissa, joissa toimii bioanalytiikan koulutusohjelma. Verkkosovellus 
tuotettiin siten, että se on avoin kaikille käyttäjille eikä sen käyttöön tarvita erillisiä käyt-
täjätunnuksia. Näin kaikki halukkaat pääsevät hyödyntämään itseopiskelumateriaalin 
tarjoamia harjoituksia ja oppeja. Verkkosovellus toimii alkuperäissuunnitelmana ollutta 
DVD:tä paremmin, sillä se tarjoaa laajemmat käyttömahdollisuudet olematta ajasta ja 
paikasta riippumaton. 
 
Toiminnallisen opinnäytetyön lopputuote tulee arvioida käyttäjäryhmillä jotta tuotteen 
käytettävyydestä ja toimivuudesta saataisiin objektiivinen näkemys. (Vilkka – Airaksi-
nen 2003: 38–39, 51). Kaikkien interaktiivisen opetusosion kuvat ja kuvatekstien oikeel-
lisuuden on varmistanut ohjaajamme bioanalyytikko Hanna Ihala. Koska interaktiivinen 
osio valmistui vasta kun opinnäytetyö tuli palauttaa, emme ehtineet tehdä laajempaa 
kyselylomaketta ja tulosten analysointia opetusosion toimivuudesta, käyttömukavuu-
desta tai muista huomioon otettavista seikoista, joita olisi vielä jälkikäteen voinut muo-
kata ja parantaa. Pyrimme kuitenkin tekemään opetusmateriaalista mielekkään ja sel-
keäkäyttöisen. Valintojamme opetusmateriaalin ulkoisesta asusta ja käyttöominaisuuk-
sista tuki mediatekniikan opiskelijoiden asiantuntemus aiheesta. Alkuperäinen suunni-
telmamme opetusmateriaali-DVD:stä hylättiin sen huonon käyttökelpoisuuden johdos-
ta, joten päädyimme Internet-sovelluksen tekoon.  
 
Olemme tyytyväisiä tuotteeseemme sillä se on selkeä ja käyttäjäystävällinen. Käytettä-
vyys perustuu selkeään sisältöön ja helppoon navigaatioon. Ulkoasu valittiin värityksel-
tään neutraaliksi, jolloin harjoitusten tekijän on helpompi keskittyä olennaisiin asiasisäl-
töihin. Teoria-osion tekstit, kuvagallerian kuvat, harjoitusten info-laatikot sekä mikro-
skooppikuvat takaavat sen, että sivuston käyttäminen pysyy mielenkiintoisena, sillä 
informaatiota tarjoillaan erimuodoissa. Harjoituskuvat ovat laadultaan realistista ja ku-
vien väritys vastaa mikroskooppinäkymää, joten ne ovat erittäin edustavia oppimistar-
koitukseen. 
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6.3 Kirjallisen tuotoksen arviointi 
 
Opinnäytetyömme kirjallisen loppuraportin tavoitteena oli olla sisällöltään aiheeseen 
liittyen monipuolinen ja kielelliseltä ulkoasultaan hyvä ja ymmärrettävä. Rajasimme 
kirjallisen tuotoksen sisällön tarkasti, jotta siitä saatiin tiivis ja se toisi esiin keskeiset 
asiat kattavasti. Mielestämme onnistuimme tässä tavoitteessamme. Käytimme mahdol-
lisimman tuoretta ammattikirjallisuutta, jotta saimme ajankohtaista ja työtämme tukevaa 
ammatillista näkökulmaa työskentelyymme. Opiskelimme aiheeseen liittyvää teoriatie-
toutta, joten olimme jo osittain valmiiksi harjaantuneita suorittamaan opinnäytteemme 
käytännön osuutta. 
 
7 Pohdinta 
 
Opinnäytetyömme ideointivaihe alkoi helmikuussa 2012. Työ ja sen sisältö muokkautui 
koko prosessin ajan, kun saimme lisää tietoa aiheesta ja mietimme, mikä olisi oleel-
lisinta tuoda työssä esille. Toukokuussa 2012, kun olimme saaneet aiheenjäsennyksen 
ja suunnitelman laadittua, aloimme työstää lopullista kirjallista raporttia, jota kirjoitimme 
aina yhdessä tekstin yhtenäisyyden ja johdonmukaisuuden säilyttämiseksi. Toukokuun 
aikana kävimme tutustumassa etukäteen HUSLABin mykologian laboratorioon ja har-
joittelimme mikroskooppikameran käyttöä. Teoriaosuuden kirjoitimme kesän aikana, 
jotta saisimme aikataulusta mahdollisimman joustavan, orientoituisimme ja saisimme 
hyvän teoriapohjan töiden suorittamiseen. Teimme jatkuvaa tiedonhakua ja nivoimme 
teoriatietoutta yhteen. Kirjoittaminen jatkui aina lokakuun puoleenväliin saakka, sillä 
suoritimme käytännön osuuden HUSLABin kliinisen mikrobiologian toimialan, kliinisen 
bakteriologian osastolla 6.8. ja 14.9.2012 välisenä aikana. Varasimme ennen valmiin 
opinnäytetyön jättämispäivää aikaa lokakuulle työn viimeistelyä varten.  
 
Suomen Bioanalyytikkoliiton eettisiin ohjeisiin kuuluu muun muassa salassapitovelvolli-
suuden noudattaminen. Näytteiden tutkimista varten hankitaan vain sellainen tieto, joka 
on oleellista niiden käsittelyssä. Hyvään laboratoriokäytäntöön kuuluu luotettavien me-
nettelytapojen käyttö kaikissa tutkimusprosessin eri vaiheissa. Bioanalyytikolla on am-
mattiyhteisön jäsenenä velvollisuus luoda ja ylläpitää hyviä ammatillisia suhteita kolle-
goihinsa. Oma osaamisensa raja tulee tunnistaa ja tarvittaessa pyytää neuvoa muilta 
asiantuntijoilta. (Suomen Bioanalyytikkoliitto Ry 2011.)  
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Otimme huomioon nämä ohjeet koko työskentelymme ajan. Noudatimme salassapito-
velvollisuutta työskentelyprosessissa jos se koski potilaiden henkilöllisyyttä. Työssäm-
me emme tarvinneet potilaita koskevia tietoja, eikä niitä näin ollen ole otettu talteen tai 
käsitelty missään yhteydessä. Käsittelimme saatuja biologisia potilasmateriaaleja ai-
nutkertaisina näytteinä, emmekä ole vääristäneet saatuja tietoja tai tuloksia omaksi 
eduksemme. Kannoimme vastuun omasta toiminnastamme, siten että kysyimme neu-
voa aina kun sitä tarvitsimme jotta työskentelymme ja saamamme tulokset olisivat laa-
dukkaita. Loimme hyvät yhteistyösuhteet ja kannoimme huolta paitsi omasta myös 
muiden kollegojen hyvinvoinnista. 
 
Työmme julkaistiin HUSLABin Intranetissä ja Metropolia Ammattikorkeakoulun These-
us-tietokannassa. Kävimme myös esittelemässä opinnäytteemme kliinisen mikrobiolo-
gian vastuualueen, bakteriologian osaston henkilökunnalle ja Metropolia Ammattikor-
keakoululla pidetyssä opinnäytetyöseminaarissa. Mahdollisuuksien mukaan saatamme 
julkaista opinnäytteemme jossain alan ammattilehdessä artikkelina, ja tiedotamme näin 
Internet-sovelluksen saatavuudesta. Internetistä sovellus löytyy osoitteesta 
http://mikroskooppikuvat.metropolia.fi. 
 
Kiinnostuimme aiheesta sen monipuolisuuden ja haastavuuden vuoksi. Sisältö toteutet-
tiin toimeksiantajan toiveiden mukaisesti, mutta saimme kuitenkin toteuttaa omaa inno-
vatiivisuuttamme oppimateriaalin sisällön tuottamisessa. Mielestämme onnistuimme 
tuottamaan käyttökelpoisen ja laadukkaan oppimateriaalin. Opinnäytetyön tekeminen 
oli meille hyvin rikastuttava kokemus. Opimme ajankäytön hallinnan lisäksi kiinnittä-
mään huomiota työskentelymme laatuun ja arvioimaan kriittisesti oman alamme kirjalli-
suutta. Opimme useiden bakteriologisten työmenetelmien toteutuksen ja periaatteiden 
hallinnan. Mikroskopointi ja bakteerien värjäytyvyys ja morfologia tulivat meille tutuiksi. 
 
Ajanpuutteen vuoksi emme pystyneet vertailemaan Gram-värjäysautomaatin ja käsi-
värjäyksen mahdollisia laadun eroavaisuuksia, mikä oli aluksi tarkoituksenamme. Näi-
den eri menetelmien vertailua olisi kiinnostava tutkia jonkun muun projektin yhteydes-
sä. Lisäksi pohdimme Gram-värjäykseen liittyvien virhelähteiden, kuten esimerkiksi eri 
antibioottien vaikutuksia bakteerien värjäytyvyyteen. Jatkoehdotuksena olisi mielenkiin-
toista tutkia, kuinka erilaisten antibioottien käyttö muuttaa bakteerien morfologiaa ja 
värjäytyvyyttä. Opinnäytteemme rajautuessa pääasiallisesti bakteereilla käytettäviin 
erilaisiin värjäysmenetelmiin otimme työhön mukaan vain muutamia sienilajeja. Poh-
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dimme siksi, että olisi hyödyllistä tuottaa HUSLABin mykologian osastolle vastaavan-
lainen oppimateriaali jonka me tuotimme HUSLABin bakteriologian puolelle. 
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Metropolia Ammattikorkeakoulun käyttöön valmistetut opetusobjektilasit 
 
nro punktioneste bakteeri morfologia 
VR 1 askites Escherichia coli g-s 
VR 2 askites Enterococcus faecalis g+k 
VR 3 askites Clostridium difficile g+s 
VR 4 askites Staphylococcus aureus g+k 
VR 5 likvor Haemophilus influenzae g-s 
VR 6 likvor Neisseria meningitidis g-k 
VR 7 likvor Streptococcus pneumoniae g+k 
VR 8 likvor Staphylococcus aureus g+k 
VR 9 synovia Staphylococcus aureus g+k 
VR 10 synovia Escherichia coli g-s 
VR 11 synovia Neisseria meningitidis g-k 
VR 12 synovia Streptococcus pneumoniae g+k 
VR 13 pleura Streptococcus pneumoniae g+k 
VR 14 pleura Haemophilus influenzae g-s 
VR 15 pleura Neisseria meningitidis g-k 
VR 16 pleura Candida albicans   
VR 17 veriviljely Neisseria meningitidis g-k 
VR 18 veriviljely Escherichia coli g-s 
VR 19 veriviljely Candida albicans   
VR 20 veriviljely Haemophilus influenzae g-s 
VR 21 virtsa Enterococcus faecalis g+k 
VR 22 virtsa Escherichia coli g-s 
VR 23 virtsa Clostridium difficile g+s 
VR 24 virtsa Candida albicans   
VR 25 perikardium Staphylococcus aureus g+k 
VR 26 perikardium Streptococcus pneumoniae g+k 
VR 27 perikardium Haemophilus influenzae g-s 
VR 28 perikardium Candida albicans   
VR 29 NaCl Campylobacter coli g-s 
VR 30 askites ei bakteeria   
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nro punktioneste bakteeri morfologia 
VR 31 synovia ei bakteeria   
VR 32 perikardium ei bakteeria   
VR 33 pleura ei bakteeria   
VR 34 veriviljely ei bakteeria   
VR 35 veriviljely Candida albicans + Neisseria meningitidis g-k 
VR 36 likvor Neisseria meningitidis + Escherichia coli g-k ja g-s 
VR 37 pleura Streptococcus pneumoniae + Haemophilus influenzae g+k ja g-s 
VR 38 synovia Staphylococcus aureus + Escherichia coli g+k ja g-s 
VR 39 askites Escherichia coli + Candida albicans g-s 
VR 40 likvor ei bakteeria   
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HUSLABin kliinisen mikrobiologian, bakteriologian osaston henkilökunnan käyt-
töön valmistetut opetusobjektilasit 
 
 
nro punktioneste bakteeri morfologia 
VR 1 askites Escherichia coli g-s 
VR 2 askites Enterococcus faecalis g+k 
VR 3 askites Clostridium difficile g+s 
VR 4 askites Staphylococcus aureus g+k 
VR 5 likvor Haemophilus influenzae g-s 
VR 6 likvor Neisseria meningitidis g-k 
VR 7 likvor Streptococcus pneumoniae g+k 
VR 8 likvor Staphylococcus aureus g+k 
VR 9 synovia Staphylococcus aureus g+k 
VR 10 synovia Escherichia coli g-s 
VR 11 synovia Neisseria meningitidis g-k 
VR 12 synovia Streptococcus pneumoniae g+k 
VR 13 pleura Streptococcus pneumoniae g+k 
VR 14 pleura Haemophilus influenzae g-s 
VR 15 pleura Neisseria meningitidis g-k 
VR 16 pleura Candida albicans   
VR 17 veriviljely Neisseria meningitidis g-k 
VR 18 veriviljely Escherichia coli g-s 
VR 19 veriviljely Candida albicans   
VR 20 veriviljely Haemophilus influenzae g-s 
VR 21 virtsa Enterococcus faecalis g+k 
VR 22 virtsa Escherichia coli g-s 
VR 23 virtsa Clostridium difficile g+s 
VR 24 virtsa Candida albicans   
VR 25 perikardium Staphylococcus aureus g+k 
VR 26 perikardium Streptococcus pneumoniae g+k 
VR 27 perikardium Haemophilus influenzae g-s 
VR 28 perikardium Candida albicans   
VR 29 NaCl Campylobacter coli g-s 
